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Scheme 1-3. スクアライン誘導体の化学構造式 61 
 
Pitchumani らは 6-アミノ-β-シクロデキストリンと p-ニトロフェノールから水溶媒












Scheme 1-5. テルピリジン誘導体の化学構造式 63 
 
1.3.2 コバルトの検出に関する研究 





変化は黄色からパールグリーンであった(Scheme 1-7) 65。 
 
Scheme 1-6.  Zeng らが考案した Zn2+、Co2+を認識する化合物の化学構造式 64 
 


















Scheme 1-9. ピロリルピラジン誘導体の構造式 67 
 
Xu らは 7-ニトロベンズ-2-オキサ-1,3-ジアゾールが Zn2+のセンシングに有用である





Scheme 1-10. 7-ニトロベンズ-2-オキサ-1,3-ジアゾールの化学構造式 68 
 
Caballero らはクマリン誘導体を合成し、Zn2+を検出できるセンサーを合成した



















変化をもたらした(Scheme 1-13) 71。 
 






























Scheme 1-16. ダンシル基を導入した化学センサーの構造式 74 
 
















Scheme 1-18.  8-ヒドロキシキノリン誘導体と Cu2+の複合体 76 
 
Peng らはチオール基がチアゾリジンを形成する反応を利用してシステインを検出方





Scheme 1-19.  Peng と Fanらが考案した化合物とチオール化合物の作用メカニズム 77 
 
Kimらはマイケル付加反応を利用しチオールを効果的かつ選択的に認識することがで
きるクマリン誘導体を化学センサーとして考案している。この化合物は Hcy および GSH
を含む他の生物学的物質よりも Cys の選択性を示す（Scheme 1-20）。この化合物は PBS
緩衝液、pH 7.4、10％DMSO 中で Cys を検出できる蛍光センサーであり、その検出限界
は 30 nMである 78。 
 

































て、生理的 pH 条件下、水溶液中での Co2+に対する比色定量化学センサーとしての能力
を検証した内容をまとめた（Scheme 1-22）。 
 
Scheme 1-22. 5-Br-PAPS の化学構造式 
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とで標的物質を決定することができる 21。しかし、Fe2+と Fe 3+を検出する化学センサー
に関する多くの研究報告では、化学センサー分子が難水溶性で、複雑な合成手順を必要












る 32。PR の吸収スペクトル及び金属イオンに対するキレート能は、pH に大きく影響を
受ける 30。 
 
Scheme 2-1. PR、PDADMAC、HEDTA の化学構造式 
 



























ま使用した。吸収スペクトルは、1.0 cm セルを用いて Jasco V-530分光光度計で記録




鉄イオン濃度依存性の測定においては、40μM の PR、200μM の PDADMAC、650μM の
HEDTAを含む 3 mL の酢酸緩衝液（pH 5.0、10 mM）に様々な容量の 10 mMの Fe2+や Fe3+
水溶液を加えることによって試料を調製し、５分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸
収スペクトルを室温で測定した。金属イオンの選択性を評価する実験では、40μMの PR、
200μM の PDADMAC、650μM の HEDTA、40μM の各金属イオン濃度を含む 3 mL の酢酸緩
衝液（pH 5.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。他の金属イオンが共存
している状態での鉄イオン認識性を評価した実験では、40μMの PR、200μMの PDADMAC、
650μMの HEDTA、40μMの Fe2+や Fe3+、40μMの各金属イオン濃度を含む 3 mL の酢酸緩




2.2.2.2 Job's プロット 
200μM の PDADMAC、650μM の HEDTA を含む酢酸緩衝液（pH 5.0、10 mM）に PRと鉄
イオンを種々のモル比で添加し５分間放置後、吸収スペクトルを測定した。Job's プロ




S/N 比を測定するために、鉄イオンを含まない PR の吸収スペクトルを 10 回測定し、
吸光度の標準偏差（σ）を計算した。定量線の傾きを得るため、鉄イオン濃度に対する
600 nm での吸光度を測定し、その傾きを k とした。検出限界は次式で求めた。 






n−1[Fe2+ or Fe3+]m) = K·α2/(1-α) 
 [PR]T は PR の初期濃度、[PR]は鉄イオンと結合していない PR の濃度である。αは、
[PR]Tと[PR]の比率である(α= [PR]/[PR]T)。  
この場合、αは、α=（A∞-A）/（A∞-A0）として表すことができ、A∞は鉄イオン存在下
での最大吸光度であり、A0は鉄イオン未添加で測定された吸光度である。Aは鉄イオン
を濃度変化させたとき記録された吸光度である。 K は、α 2/(1-α )に対する
1/(n[PR]T






イオンの添加し PR（40μM）の比色検出能力を検証した。PDADMAC および HEDTA の非存
在下で PR溶液に 1 当量の Al3+、Cu2+、Fe2+、Fe3+、Pb2+（40μM）を加えた場合、溶液の色
は Al3+では橙色から赤色に変わり、Cu2+、Fe2+と Fe3+では紫色、Pb2+では薄いピンク色で




色に変化し、PDADMAC が陽イオン性高分子電解質としてはたらき、アニオン性 PR が会








金属イオンを加えずに PR溶液の吸収スペクトルを測定したところ、545 nm に吸収
極大が現れた。Fe2+および Fe3+を添加すると 545 nm の吸収極大が減少し、新しく 575 







Fig. 2-1. 種々の金属イオン（40μM）を pH 5.0 の 10 mM酢酸緩衝液に添加したと
きの PR（40μM）の写真、（a）PDADMAC、HEDTA ともに加えない状態、（b）650μM の
HEDTAを加えた状態、（c）200μMの PDADMAC を加えた状態、（d）200μMの PDADMACお
よび 650μMの HEDTA 両方を加えた状態 
 
 
Fig. 2-2.  10 mM 酢酸緩衝液(pH 5.0)中に種々の金属イオン（40μM）の存在下で





中で吸収滴定実験を行った(pH 5.0)。溶液の Fe2+濃度を上げていくと、545 nmの吸収度
は徐々に減少し、600 nmの吸収度が増加し、 0.5 当量の Fe2+を加えたときに飽和に達
した（Fig. 2-3a）。吸収スペクトルの変化に関して、Fe3+は Fe2+とほぼ同一結果になっ
た。（Fig. 2-3c）。600 nm での吸光度を Fe2+、Fe3+濃度の関数としてそれぞれプロットし
た。Fe2+および Fe3+の濃度範囲 0-10μM 内で良好な直線関係があり（最小二乗法により
それぞれ R2 = 0.994 および 0.995 と求められた。）、Fe2+および Fe3+検出システムの定量
的検出に適していることを意味した。グラフの傾きから線形最小二乗法により kを計算
した。その値は Fe2+に対して k=3.61×104、Fe3+に対して k=3.53×104であった。S/N 比
を評価するため、σ値は 2.09×10-3と算出された。 これらの結果から、Fe2+および Fe3+
の検出限界は、それぞれ 0.174μMおよび 0.178μMとなった。これらの値は、WHO が推
奨する飲料水中の鉄の許容限度（5.36μM）をはるかに下回る値であった 45。また、Fig. 





PRと Fe2+との複合体形成の割合を確認するために、PR と Fe2+の濃度の合計を一定(40
μM)に保ち、PRと Fe2+のモル比を変えて Job'sプロットを行った。Fig. 2-4aに示すよ
うに、600 nm での吸光度の変化を PR のモル分率 0.1～1.0 に対してプロットすると、
最大吸収変化が PR のモル分率が 0.70 に近いときに現れ、これは PR:Fe2+が 2:1 で複合
体を形成することを示している。この結合比は、Fig. 2-3 の結果と一致した。また、
Fig. 2-4b に示すように、Fe2+と同様に、PRと Fe3+で Job'sプロットを行い、2:1 で複合
体を形成することがわかった。吸収スペクトルのデータから、Li 式を用いてプロット







Fig. 2-3. (a)10 mM 酢酸緩衝液（pH5.0）中で、PDADMAC（200μM）および HEDTA（650
μM）を含む PR（40μM）吸収スペクトルの Fe2+濃度依存性（0,2,4,6,8,10,12,14,16,20,26
μM）。挿入図：Fe2+濃度を変化させたときの 600 nm の吸光度変化、(b) Fe2+濃度を変化
させた時の溶液の色変化、(c)10 mM酢酸緩衝液（pH5.0）中で、PDADMAC（200μM）およ
び HEDTA（ 650μ M）を含む PR（ 40μ M）吸収スペクトルの Fe3+濃度依存性







Fig. 2-4. (a) 10 mM酢酸緩衝液(pH 5.0)中、PDADMAC(200μM）および HEDTA(650μM)
を含む PR と Fe2+の Job's プロット。 [PR] + [Fe2+]の全濃度を 40μMで一定に保った。
ΔAは、Fe2+を加える前と加えた後の吸光度の差を示す。(b)10 mM 酢酸緩衝液(pH 5.0)





Fig. 2-5. PRの鉄イオンに対する Li プロット（600nmでの吸光度）、(a)PRと Fe2+が 






Fig. 2-6. (a) 10 mM酢酸緩衝液(pH5.0)中での種々の金属イオン（40μM）の存在下
で、PDADMAC（200μM）および HEDTA（650μM）を含む PR（40μM）の Fe2+（40μM）に対
する選択性、(b) 10 mM酢酸緩衝液(pH5.0)中での種々の金属イオン（40μM）の存在下
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ルは、1.0 cm セルを用いて Jasco V-530 分光光度計で記録した。写真はオリンパス 






 コバルトイオン濃度依存性の測定においては、20μM の 5-Br-PAPS と 100μM の
PDADMACを含む 3 mL の HEPES 緩衝液（pH 7.0、10 mM）に様々な容量の 1 mMの Co2+水溶
液を加えることによって試料を調製し、５分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸収ス
ペクトルを室温で測定した。金属イオンの選択性を評価する実験では、20μM の 5-Br-
PAPS、100μM の PDADMAC、10μM の各金属イオン濃度を含む 3 mL の HEPES 緩衝液（pH 
7.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。他の金属イオンが共存している状
態でのコバルトイオン認識性を評価した実験では、20μM の 5-Br-PAPS、100μM の
PDADMAC、10μMの Co2+、10μMの各金属イオン濃度を含む 3 mLの HEPES 緩衝液（pH 7.0、
10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。 
 
3.2.2.2 Job's プロット 
100μM の PDADMAC を含む HEPES緩衝液（pH 7.0、10 mM）に 5-Br-PAPSとコバルトイ
オンを種々のモル比で添加し５分間放置後、吸収スペクトルを測定した。Job's プロッ






イオン濃度に対する 635 nmでの吸光度を測定し、その傾きを kとした。検出限界は次
式で求めた。 





 5-Br-PAPS と Co2+が n:m で錯体を形成する場合、5-Br-PAPSの Co2+との結合定数(K)
は次の式（Li式）で計算することができる。 
1/(n[5–Br– PAPS]T
n−1[Co2+]m) = K·α2/(1-α) 
 [5-Br-PAPS]Tは 5-Br-PAPS の初期濃度、[5-Br-PAPS]はコバルトイオンと結合していな
い 5-Br-PAP 意の濃度である。αは、[5-Br-PAPS]Tと[5-Br-PAPS]の比率である。 










PDADMAC を加えずに 5-Br-PAPS 溶液の Co2+認識特性を検証したところ、447 nm から
549 nmおよび 586 nm へのピークのシフトが認められた(Fig. 3-1)。しかし、Cd2+、Cu2+、
Fe2+、Hg2+、Ni2+、Pb2+、Zn2+を加えたときの吸収スペクトルとかなり部分が重なり、Co2+
だけを判別するのは難しかった。 
一方、PDADMAC の存在下での Co2+添加時の 5-Br-PAPS の応答性は他の金属イオンと比













5-Br-PAPS の Co2+検出に対する PDADMACの影響を調べるため、Co2+の存在下での
PDADMAC濃度を変化させ、吸収スペクトルを測定した（Fig. 3-3）。PDADMAC 濃度を増
加させると、635 nm での吸収極大が大きくなり、549 nmおよび 586 nmのピークは小









Fig. 3-2. (a) 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)に種々の金属イオン（10μM）を添加








加し、かつ等吸収点は約 500 nmに見られた(Fig. 3-4a)。Co2+の濃度が 10μM（5-Br-
48 
 





 Fig. 3-3. (a) 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での 5-Br-PAPS の Co2+(10μM)存在





Fig. 3-4. (a) 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での 5-Br-PAPS（20μM）の PDADMAC
（100μM）存在下で Co2+濃度を変化させたときの吸収スペクトル、挿入：Co2+濃度に対
する 635 nmの吸光度変化、(b) (a)の条件下での溶液の色変化 
 
 
5-Br-PAPS の 635 nmの吸光度は、Co2+濃度が 0から 1μMまではわずかな変化で、
Co2+濃度が 1μM を超えると吸光度の変化が大きくなった(Fig. 3-4)。水溶液中での
Co2+の検出限界を決定するため、Co2+濃度が 0～1μM 時の吸光度をプロットした(Fig. 






0.51μMの濃度に対応した 28。従って、5-Br-PAPS と PDADMAC の混合系は、Co2+を定量
できる有用な比色分析化学センサーであるといえる。 
5-Br-PAPS と Co2+との複合体形成の比を決定するために、Job’sプロットを行った
27。その結果、5-Br-PAPS のモル分率が 0.65 付近で 635 nm で最大吸収となった(Fig. 
3-6)。したがって、5-Br-PAPSと Co2+との間の複合体形成の比は 2：1であることがわ
かった。この実験結果は、Co2+の濃度が 10μM（5-Br-PAPS の 0.5当量）まで増加する
と 635 nmの吸光度が最大になることと一致している。吸収スペクトルの結果を Li式
に代入し、5-Br-PAPSと Co2+の結合定数（K）が、2.98×108 M-2（log K = 8.47）と決




Fig. 3-5. 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)の Co2+濃度に対する PDADMAC（100μM）




Fig.3-6. 10 mM HEPES緩衝溶液中(pH 7.0)、PDADMAC（100μM）存在下で Co2+と 5-
Br-PAPSの Job’sプロット、 [5-Br-PAPS] + [Co2+]の全濃度を 20μMで一定に保っ
た。ΔAは、Co2+の添加前後の吸光度の差を示している 
 
Fig.3-7.  Li 式を用いた PDADMAC 存在下で 5-Br-PAPS と Co2+の結合定数の算出 
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水系に存在するため、生理学的 pH 条件下において水溶液中で高選択性、高感度の Zn2+
センサーを開発することが必要とされている。しかし、Zn2+の検出は、閉殻になった 3d10

















位と 4位の水酸基の 2つの酸素原子と Zn2+が配位し、1：1の複合体を形成し、吸収スペ
クトルが約 30 nm高波長側にシフトすることが報告されている 32。しかし、中性水溶液









Scheme 4-1. PRと PDADMAC の化学構造 
 
水溶液中で、負に帯電した PR は、正に帯電した PDADMAC の力で自己凝集を引き起こ
す可能性があり、形成された PR会合体は、PRモノマーとは異なる光学特性および金属
配位性を示し、大きな吸収スペクトル変化が起こることが期待される。そこで、本章で












光光度計で記録した。溶液の pHは Horiba B-712 pH メーターで測定した。写真はオリ




亜鉛イオン濃度依存性の測定においては、20μM の PR と 200μM の PDADMAC を含む 3 
mL のリン酸緩衝液（pH 7.0、10 mM）に様々な容量の 10 mMの Zn2+水溶液を加えること
によって試料を調製し、１分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸収スペクトルを室温
で測定した。金属イオンの選択性を評価する実験では、20μMの PR、200μMの PDADMAC、
20μMの各金属イオン濃度を含む 3 mLのリン酸緩衝液（pH 7.0、10 mM）を調製し、吸
収スペクトルを測定した。他の金属イオンが共存している状態での亜鉛イオン認識性を
評価した実験では、20μM の PR、200μM の PDADMAC、20μM の Zn2+、20μM の各金属イ
オン濃度を含む 3 mL のリン酸緩衝液（pH 7.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測
定した。 
 
4.2.2.2 Job's プロット 









る 595 nmの吸光度を測定し、その傾きを k とした。検出限界は次式で求めた 39。 
LOD = 3σ/ k 
 
4.2.2.4 結合定数 
 結合定数（K）を下記の Benesi-Hildebrand式に従って計算した 





の吸光度、Axは Zn2+がある濃度での吸光度である 40。Kは 1 / [Zn2+]に対する 
（A∞-A0）/（Ax-A0）のプロットの直線の傾きから決定した。 
 
4.2.2.5 pH 依存性 
 pHの影響を検証するため、pH 4～11で亜鉛イオンに対する検出性能を評価した。そ




可逆性を確かめるため、20μM の PR、200μMの PDADMAC、 20μM の Zn2+を含む 3 mL
のリン酸緩衝液（pH 7.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。これに 20μM
の EDTAを添加し、１分間放置後、吸収スペクトルを測定した。さらに、20μMの Zn2+を






 PRの Zn2+に対する吸収応答を、10 mMリン酸緩衝液中(pH 7.0)で PDADMAC の添加し
た場合と添加しない場合で行った(Fig. 4-1)。まず、PR が PDADMAC と相互作用するか
を調べるために、Zn2+を添加せずに、PDADMACを添加した場合と未添加の場合で測定し
た。PR の吸収スペクトルは 540 nmで吸収極大を示し、PDADMAC を PRの 10当量添加す
ると吸収極大が 545 nmにシフトし、カチオン性高分子電解質 PDADMACがアニオン性色
素の PRと相互作用していることが示された。次に、PDADMAC 存在下で、PR に Zn2+を加
えると、595 nmに吸収極大が長波長シフトした。これに伴い、赤色から青色へと色の




Fig. 4-1. 10mMリン酸緩衝液溶液中(pH7.0)の PR(20μM)の吸収スペクトル：(1) PR




 PRと PDADMAC混合系で、Zn2+の比色化学センサーとして PDADMAC の役割の評価をす
るために、1 当量の Zn2+の存在させた状態と存在しない状態で PDADMACの濃度を変化さ
せながら PRの吸収スペクトルを測定し、吸収極大波長と PDADMAC 濃度の関係を示した
(Fig. 4-2)。吸収極大波長は、Zn2+を加えた状態では PDADMAC の濃度が PR 濃度の 10 当
量まで顕著なピークシフトを示したが、Zn2+を加えない場合にはわずかな変化のみが観
察された。Zn2+を加えた場合と加えない場合における吸収極大波長の最大差は、





Fig. 4-2. 10 mM リン酸緩衝液中(pH 7.0)の Zn2+(20μM)を加えた状態と加えない状態













Fig. 4-3. 10 mMリン酸緩衝液中(pH 7.0)で、種々の金属イオン（20μM）の存在下








トルはほとんど変化しなくなった。また、明確な等吸収点が 569 nm で観察され、Zn2+









 次に、Fig. 4-4のデータを利用して、595nmの吸光度と Zn2+濃度の関係をグラフに
あらわし、検出限界を決定した(Fig. 4-5a)。0〜18μM の範囲の Zn2+濃度と吸光度変化
との間に良好な直線関係があり、線形最小二乗法により計算したグラフの傾きから、k





い値であった 41-43。これらの結果から、PR と PDADMAC を混合した系が、Zn2+に対して高
い選択性および感度を示した。 
 
Fig. 4-5. (a) 10 mMリン酸緩衝液中(pH 7.0)、PDADMAC（200μM）存在下での PR




PRと Zn2+錯体の化学量論比を決定するために、PRと Zn2+の合計濃度を 20μM に保
ち、PR と Zn2+のモル比を変化させて Job's プロットを行った(Fig. 4-6)。PR のモル分
率が 0.5に近くにピークが現れ、PRと Zn2+が 1：1で複合体を形成することがわかっ
た。 
 
Fig. 4-6. 10 mMリン酸緩衝液中(pH 7.0)の PDADMAC 存在下での Zn2+と PR の Job's 




 Fig. 4-7に示すように、（A∞-A0）/（Ax-A0）と 1/[Zn
2+]は良好な直線関係（R2 = 
0.999）で変化し、その傾きから、結合定数（K）は 4.98×104 M-1（log K = 4.70）と
計算された。この K 値は、Zn2+に対する化学センサーで報告された値（log K = 0.3-
7.0）の範囲内にある 44。 
 適切な pH条件を明らかにすることは、センサーを生物系および環境系へ応用するこ
とを考えると、非常に重要な因子の 1つである。pH 4～11における Zn2+の非存在下お
よび存在下での 595 nmでの吸光度の変化を示す(Fig. 4-8)。pH 6〜10の範囲で Zn2+に
対する有効な応答が観察された。特に、pH 7.0で最大値を示した。色の変化は pH 5
未満および pH 11以上でほとんど観察できなかった。PR には 4つの pKa値 2.6、
67 
 










Fig. 4-8. Zn2+（20μM）の非存在下および存在下における PR（20μM）と PDADMAC







29％、Fe2+は約 35％の 595 nmでの吸光度の阻害があった。Zn2+と Cd2+は類似の性質を









Fig. 4-9. 10 mMリン酸緩衝溶液中(pH 7.0)で種々の金属イオン（20μM）共存下で
の PR（20μM）の Zn2+(20μM)に対する選択性 
  
可逆応答性も、センサーとしての重要な特性である。エチレンジアミンテトラ酢酸
（EDTA）を用いて、PRと PDADMAC の混合系の Zn2+に対する可逆性を調べた(Fig. 4-
10)。Zn2+の存在下で PR、PDADMAC 溶液に 1 当量の EDTA を加えると、595 nm で吸光度
が急激に減少し、青色から赤色に変化し、PRが Zn2+を放出したことを示した。EDTA
は、Zn2+よりも PRと大きな結合定数を有すると考えられる。EDTAと Zn2+は 1：1錯体
を形成し、その結合定数は log K =16.50と報告されており 47、PRと Zn2+の結合係数
（log K = 4.70）よりかなり大きい。再び Zn2+を添加すると、595 nmの吸光度が元の



















Fig. 4-10. (a) 10 mMリン酸緩衝溶液中(pH 7.0)の Zn2+（20μM）と EDTA（20μM）
を交互に加えたときの PR（20μM）と PDADMAC（200μM）混合系の吸収スペクトル：
(1) PR + PDADMAC、(2) PR + PDADMAC + Zn2+、(3) PR + PDADMAC + Zn2+ + EDTA、
(4)PR + PDADMAC + Zn2+ + EDTA + Zn2+。(b) Zn2+（20μM）と EDTA（20μM）を交互に
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光光度計で記録した。溶液の pHは Horiba B-712 pH メーターで測定した。写真はオリ




鉛イオン濃度依存性の測定においては、50μMの CA を含む 3 mL の HEPES緩衝液（pH 
7.0、10 mM）に様々な容量の 10 mMの Pb2+水溶液を加えることによって試料を調製し、
５分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸収スペクトルを室温で測定した。金属イオン




が共存している状態での鉛イオン認識性を評価した実験では、50μM の CA、100μM の
Pb2+、100μMの各金属イオン濃度を含む 3 mL の HEPES 緩衝液（pH 7.0、10 mM）を調製
し、吸収スペクトルを測定した。 
 
5.2.2.2 Job's プロット 
HEPES緩衝液（pH 7.0、10 mM）に CAと鉛イオンを種々のモル比で添加し５分間放置




S/N 比を測定するために、鉛イオンを含まない CA の吸収スペクトルを 10 回測定し、
吸光度の標準偏差（σ）を計算した。定量線の傾きを得るため、鉛イオン濃度に対する
605 nm の吸光度を測定し、その傾きを kとした。検出限界は次式で求めた 25。 
LOD = 3σ/ k 
 
5.2.2.4 結合定数 
 結合定数（K）を下記の Benesi-Hildebrand式に従って計算した 
（A∞ - A0）/（AX - A0）= 1/(K[Pb2+]n）+ l 
ここで、A∞は Pb2+を過剰量加えたときの最大吸光度、A0は Pb2+を存在させないときの CA
の吸光度、Axは Pb2+がある濃度での吸光度である 26,27。Kは 1/[Zn2+]に対する 
（A∞-A0）/（Ax-A0）のプロットの直線の傾きから決定した。 
 
5.2.2.5 pH 依存性 
 pHの影響を検証するため、pH 4～11で鉛イオンに対する検出性能を評価した。それ
ぞれの pHでは、pH 4～5（酢酸緩衝液）、pH 6（Bis-Tris緩衝液）、pH 7～8（HEPES 緩




可逆性を確かめるため、50μM の CA、100μMの Pb2+を含む 3 mL の HEPES緩衝液（pH 







10 mM HEPES緩衝液中(pH 7.0)で、様々な金属イオン（Al3+、Ba2+、Ca2+、Cd2+、Co2+、
Cr3+、Cu2+、Fe3+、Hg2+、K+、Li+、Mg2+、Mn2+、Ni2+、Na+、Pb2+、および Zn2+） を加えて CA
の吸収スペクトルを測定した。CA の吸収スペクトルは 527nm で極大吸収を示した。CA
（50μM）にそれぞれ 2当量の金属イオン（100μM）を加えると、Pb2+を加えた場合のみ
赤色から紫色にはっきりとした色の変化が観察された(Fig. 5-1)。Pb2+を加えて観測さ








558 nm および 605 nmの吸光度は Pb2+の 2当量(100μM)まで増加した。この結果から CA
と Pb2+との間の 1：2 の割合で複合体を形成すると推測することができる。Pb2+ を加え
たときの CA の吸収スペクトルの測定を通して 535 nm に等吸収点が存在することは、















最小二乗法により算出した傾き k値は、7.7×103（R2 = 0.996）であった。また、σ値
は 1.44×10-3であり、検出限界は 0.55μM と計算された。アメリカ食品医薬品局（FDA）
は、幼児および子供の製品の鉛濃度が 2.5μM を超えないようにすることを推奨してい
る 28。同様に、アメリカ環境保護庁（US EPA）は、土壌中の Pb2+濃度が 500〜1500μM で
あると報告している 29。従って、この化学センサーは、食品および環境試料中の Pb2+の
測定が可能である。Pb2+濃度に対する溶液の色変化の結果から(Fig. 5-3b)、Pb2+濃度の
増加とともに徐々に赤色から紫色になり、裸眼による Pb2+の検出限界は 30μM ほどであ
った。 
 




CA と Pb2+が錯体を形成する分子の割合を確認するため、Job's プロットを行った。 
CA のモル分率が 0.35 に近いときに吸収変化（ΔA）が最大になった(Fig. 5-4)。これ








これらの結果から、Benesi-Hilderbrand式の nは 2であることがわかったので、605 
nm の吸光度から計算された（A∞-A0）/（Ax-A0）と 1/[Pb2+]2間でグラフを作成した(Fig. 
5-5)。グラフは良好な直線関係（R2= 0.996）を示し、この結果は CAと Pb2+が 1：2で錯
体形成することを示している。これは、Job's プロットに基づいた実験の 1：2で錯体
形成するという結果を支持するものである。直線の傾きから、結合定数（K）は 3.47×












CAの Pb2+検出性能の pH依存性を検討した(Fig. 5-7)。pH 7～9の範囲で、CA が Pb2+
を検出でき、特に pH 7が最適 pHであった。一方、pH 6以下および pH 10以上では溶
液の色変化はほぼ観察されなかった。CAの pKa値は 2.9、5.3、8.9、12.7であり 30、pKa
値 2.9および 5.3 は、それぞれ 2位のカルボキシル基および 5位または 6位のヒドロキ
シル基の解離に起因すると推定される。CA のアニオン化した部位が Pb2+とのキレート
化において重要な役割を果たしていると考えると、CAと Pb2+の 1：2錯体では、Pb2+の 1






Fig. 5-6. 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での種々の金属イオン（100μM）共存下









（EDTA）１等量を Pb2+の存在下で CA溶液に添加した。605 nmの吸光度は、EDTA を加え
ると Pb2+の非存在下での CA とほぼ同じ強度まで急速に減少した(Fig. 5-8)。また、溶
液の色は紫色から赤色に変化し、CAの再生を示した。この溶液に Pb2+を添加すると、605 







本章では、市販の天然染料である CA が、中性条件で Pb2+に対し選択的かつ簡便な検
出に有用な応答性を示すことを報告した。CA は Pb2+との錯体形成により赤色から紫色
へとはっきりとした色の変化が観察できた。CAと Pb2+は 1：2 の割合で錯体形成した。










Fig. 5-8. (a) 10 mM HEPES緩衝溶液中(pH 7.0)での Pb2+（100μM）および EDTA（100
μM）を交互に添加したときの CA（50μM）の吸収スペクトル：(1) CA 、(2) CA + Pb2+、
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吸収スペクトルは、1.0cm セルを用いて Jasco V-530 分光光度計で記録した。溶液の pH







PRと CuCl 2をそれぞれ 0.1 mMと 1 mMの濃度で蒸留水に溶解した。全てのアニオン
の溶液はナトリウム塩の形で調整した。測定に使用したアニオンは F-、Cl-、Br-、I-、
NO32-、SO42-、PO43-、HPO42-、H2PO4-、CO32-、HCO3-、酢酸、シュウ酸、マロン酸イオン、コハ
ク酸、クエン酸、AMP、 ADP、ATP、ピロリン酸（PPi）で、濃度が 10 mMになるよう蒸
留水に溶解した。 
シュウ酸濃度依存性の測定においては、40μMの PR と 40μMの Cu2+を含む 3 mLの酢
酸緩衝液（pH 5.0、10 mM）に様々な容量の 10 mM のシュウ酸水溶液を加えることによ
って試料を調製し、５分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸収スペクトルを室温で測
定した。アニオンの選択性を評価する実験では、40μM の PR、40μM の Cu2+、80μM の
各アニオンを含む 3 mLの酢酸緩衝液（pH 5.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測
定した。他のアニオンが共存している状態でのシュウ酸認識性を評価した実験では、
40μMの PR、40μM の Cu2+、80μMのシュウ酸、80μMの各アニオンを含む 3 mLの酢酸
緩衝液（pH 5.0、10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。 
 
6.2.2.2  Job's プロット (PRと Cu2+) 
酢酸緩衝液（pH 5.0、10 mM）に PRと Cu2+を種々のモル比で添加し、ただし PR と Cu2+
の総濃度が 40μMになるよう混合溶液を調製した。５分間放置した後、吸収スペクトル
を測定した。Job's プロットは、横軸 PR のモル分率に対し、縦軸ΔA(吸収波長 555 nm)
での実験結果から導かれた。ΔAは、Cu2+の添加前後の 2つの吸光度の差である。 
 
6.2.2.3  Job's プロット (PR-Cu2+ とシュウ酸) 
酢酸緩衝液中（pH 5.0、10 mM）、シュウ酸のモル比を 0から 0.9に変化させて、PR-
Cu2+とシュウ酸との総濃度が 40μMになるよう混合溶液を調製した。５分間放置した後、
吸収スペクトルを測定した。Job's プロットは、横軸 PR- Cu2+のモル分率に対し、縦軸
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S/N 比を測定するために、シュウ酸を含まない PR-Cu2+錯体の吸収スペクトルを 10 回
測定し、吸光度の標準偏差（σ）を計算した。定量線の傾きを得るため、シュウ酸濃度
に対する 555 nmの吸光度を測定し、その傾きを kとした。検出限界は次式で求めた。 
LOD = 3σ/k 
 
6.2.2.5 結合定数 
 PRと Cu2+の結合定数（Ka）を下記の Benesi-Hildebrand式に従って計算した 
（A∞ - A0）/（AX - A0）= 1 /（Ka[Cu2+]）+ l 
ここで、A∞は Cu2+を過剰量加えたときの最大吸光度、A0は Cu2+を存在させないときの PR
の吸光度、Axは Cu2+がある濃度での吸光度である。Kaは 1 / [Cu2+]に対する（A∞-A0）/
（Ax-A0）のプロットの直線の傾きから決定した。 
 シュウ酸と Cu2+の結合定数を Kbすると、以下のような式となる。ただし、シュウ酸を
Ox と表示した。 
         
   
 下記のように、PR からシュウ酸に銅イオンが移動する時、その平衡定数を kcとする














PR-Cu2+の濃度は、[PRCu] = [PRCu]0 – [PR]となるので、実測される吸光度は PR-Cu2+
と PR 間の吸光度差であり、それを Abs とすると、(2)式に変形できる。ここで、A0は





[PRCu]0 +  [Ox]0 −√([PRCu]0 +  [Ox]0)
2 − 4(1 − 𝑘𝑐)[PR ̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵Cu]0[Ox]0 
2(1 − 𝑘𝑐  )
 
Abs = A0 −  𝜀
[PRCu]0 +  [Ox]0 −√([PRCu]0 +  [Ox]0)
2 − 4(1 − 𝑘𝑐)[PR ̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵̵Cu]0[Ox]0 
2(1 − 𝑘𝑐)
       (2) 
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pH 5.0の酢酸緩衝液中で Cu2+を加えていないときの PRは、435 nmと 500 nmで 2つ
のピークを示す(Fig. 6-1)。PRに Cu2+を徐々に添加していくと、435 nmと 500 nmの吸
収ピークが減少し、555 nmを中心とする新しい吸収ピークが観測された。Cu2+を 1当量
加えたときに、オレンジ色から紫色に色変化し、吸収スペクトルの変化も最大となった。
また、Cu2+を添加していくと、515 nm に等吸収点が観測でき、このことから、Cu2+と PR
の間に平衡の存在がわかった。Cu2+の濃度変化に伴う 555 nm の吸収強度をプロットす
ると、Cu2+は 1当量（40μM）のとき、グラフにはっきりとした屈曲を観察でき、PR と
Cu2+は 1：1 のモル比で錯体形成されていると推測できる。PR と Cu2+の錯体形成のモル
比を調べるため Job's プロットを行い、(Fig. 6-2)PR-Cu2+では 1：1の割合で錯体を形
成していることがわかった 37。Benesi-Hildebrand 式から結合定数は Ka =1.79×104 M-1
（log Ka = 4.25）と計算できた(Fig. 6-3) 38。この値はこれまでに報告された Cu2+化学
センサーの結合定数（log Ka = 3～12）の範囲内にある 39-41。 
水溶液中でシュウ酸と Cu2+の錯体形成に関する論文が報告されているので 23-25、シュ
ウ酸が PR-Cu2+錯体からの Cu2+を引き抜き、PR を再生することができると考えられる。
10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）中の PR-Cu2+（40μM）のシュウ酸に対する検出選択性を調
べるために、様々のアニオン（80μM）を添加し、吸収スペクトルを測定した(Fig. 6-














Fig. 6-1. (a) 10 mM酢酸緩衝液中(pH 5.0)の Cu2+濃度変化と PR(40μM）の吸収スペ
クトル、挿入：10mM 酢酸緩衝液中(pH 5.0)の Cu2+濃度の変化と PR（40μM）の 555 nmで

























の傾きから、k値は 3.95×103（R2= 0.995）となった。また、σ値は 5.57×10-3と計算









Job's プロットを行った 37。PR-Cu2+のモル分率が 0.5 のとき、吸収変化（ΔA）が最大
に達した(Fig. 6-7)。この結果は、PR-Cu2+とシュウ酸の化学量論比が 1：1であること









Fig. 6-6. 10 mM 酢酸緩衝液中(pH 5.0)の添加シュウ酸濃度に対する PR-Cu2+（40μM）












小二乗法により kc ＝ 0.0879 が求まり、Kb= 2.04×105 M-1（log Kb = 5.31）が得られ
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常に注目を集めている 16,17。しかし、Cys は Hcy や GSH と構造的に類似しているため、















CA は Pb2+と化学量論比 1：2（CA-2Pb2+）で錯体を形成し、CAが Pb2+に対して選択的な比
色化学センサーになることは第５章で報告した 28。さらに、水溶液中での Cys と Pb2+は
複合体を形成するという報告がなされている 29,30。そこで、本章では CA-2Pb2+錯体を利
用した Cys の比色定量化学センサーとしての可能性について検討した。 
 





から購入し、精製せずにそのまま使用した。吸収スペクトルは Jasco V-530 分光光度計




Cys 濃度依存性の測定においては、50μM の CA、100μM の Pb2+を含む 3 mL の HEPES
緩衝液（pH 7.0,10 mM）に様々な容量の 10 mMの Cys 水溶液を加えることによって試料
を調製し、５分間放置後、溶液の色変化を確認し、吸収スペクトルを室温で測定した。
アミノ酸の選択性を評価する実験では、50μM の CA、100μM の Pb2+、100μM の各種ア
ミノ酸（GSHを含む）を含む 3 mLの HEPES緩衝液（pH 7.0,10 mM）を調製し、吸収スペ
クトルを測定した。他のアミノ酸が共存している状態での Cys 認識性を評価した実験で
は、50μMの CA、100μM の Pb2+、100μMの Cys、100μM の各種アミノ酸（GSHを含む）
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差（σ）を計算した。定量線の傾きを得るため、Cys 濃度に対する 605 nmでの吸光度を
測定し、その傾きを kとした。検出限界は次式で求めた 
LOD = 3σ/ k 
 
7.2.2.3 Job's プロット 
HEPES緩衝液（pH 7.0、10 mM）に CA-2Pb2+と Cysを種々のモル比で添加し、５分間放
置した後、吸収スペクトルを測定した。Job's プロットは、横軸 CA-2Pb2+のモル分率に
対し、縦軸 605 nm におけるΔA(Cys 添加前後の吸光度の差)で作成した 
 
7.2.2.4 可逆性 
 可逆性を確かめるため、50μMの CA、100μMの Pb2+を含む 3 mLの HEPES緩衝液（pH 
7.0,10 mM）を調製し、吸収スペクトルを測定した。これに 100μM の Cys を添加し、５
分間放置した後、吸収スペクトルを測定した。さらに、100μMの Pb2+を添加し、５分間





色の変化をもたらし、吸収スペクトルにおいて 557 nm、605 nm に新たなピークを観測
した(Fig. 7-1)。水溶液中で Cys と Pb2+は複合体を形成するので、CA-2Pb2+に Cys を添





Pro、Ser、Thr、Trp、Tyr、Valである(Fig. 7-2)。CA-2Pb2+溶液に Cys を添加すると紫
色から赤色に変化し、吸収スペクトルも顕著な変化を示した。Cys を加えることによっ
て Cys-Pb2+複合体を形成することで CA-2Pb2+から CA が放出され、CA そのものの光特性
が回復したことがわかった。一方、CA-2Pb2+は、他のアミノ酸および GSH の添加では吸
収スペクトルに顕著な変化を示さず、これらのアミノ酸および GSH は CA-2Pb2+から Pb2+
を引き抜かないことを示唆している。チオール基を有する Hcy および GSH を加えても、
吸収スペクトルのわずかな変化をもたらしたのみだった。558 nmおよび 605 nm の CA-
2Pb2+の吸収ピークは、GSH の添加でわずかに減少した。 
CA-2Pb2+の Cys 認識機構をさらに明らかにするために、Cys 濃度を変化させながら CA-
2Pb2+の吸収スペクトルを測定した(Fig. 7-3)。CA-2Pb2+溶液（50μM）に Cys を連続して










Fig. 7-2. （a）10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での種々のアミノ酸、GSH（100μM）
の存在下での CA-2Pb2+（50μM）の吸収スペクトル、(b) 10 mM HEPES緩衝溶液中(pH7.0)
での CA-2Pb2+（50μM）の種々のアミノ酸、GSH（100μM）の存在下での写真:(1) CA-2Pb2+
のみ (2) Ala  (3) Arg  (4) Asn  (5) Asp  (6) Cys   (7) Gln  (8) Glu 
(9) Gly  (10) GSH  (11) His  (12) Hcy  (13) Ile  (14) Leu  (15) Lys  
(16) Met  (17) Phe  (18) Pro  (19) Ser  (20) Thr  (21) Trp  (22) Tyr  





Fig. 7-3. （a）10 mM HEPES緩衝溶液中(pH 7.0)での Cys 濃度変化における CA-2Pb2+
（50μM）の吸収スペクトル、 挿入：10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での Cys濃度変





た(Fig. 7-4)。このグラフには 0～100μM で良好な直線関係があり、グラフの傾きか
ら、線形最小二乗法により k値を 6.43×103（R2=0.999）として算出した。σ値は





の検出限界は 40μM 程度であった。これらの LOD値は、生物系における Cys 正常値
（250〜380μM）よりもはるかに低い 31。これらの結果は、CA-2Pb2+が生理学的条件下
で 100μMまで定量的に Cysを検出する能力を有することを示した。 
 
 
Fig. 7-4. 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)での CA-2Pb2+（50μM）の Cys 変化に対す
る 605 nmでの吸光度 
 
CA-2Pb2+と Cys の全濃度を 50μMに維持し、モル比を変化させながら、Job's プロ
ットを行った 32。CA-2Pb2+のモル分率が 0.35 に近いときに吸収変化（ΔA）が最大に達
した(Fig. 7-5)。この結果から、CA-2Pb2+と Cysとの間に 1：2の化学量論比があること















である。そこで pH 7.0 での種々のアミノ酸および GSH 共存下で、Cys の選択性を調べ




た。この結果は、他のアミノ酸および GSH の干渉が Cys の検出に影響せず、CA-2Pb2+が
Cysの選択的な化学センサーとして有用であることを示している。 
水溶液中での Cys に対する CA-2Pb2+の可逆的応答性は、実際の運用するにあたっては
重要な性質である。これを調べるために Cys の存在下で CA-2Pb2+の溶液に、Pb2+を添加
したところ、CA-2Pb2+が再生し、吸収ピークが 527 nmから 605 nm にシフトし、赤から







Fig. 7-6. 10 mM HEPES緩衝溶液中(pH 7.0)で、種々のアミノ酸または GSH（100μM）





Fig. 7-7. (a) 10 mM HEPES 緩衝溶液中(pH 7.0)で、Cys（100μM）および Pb2+（100μ
M）の交互に添加したときの CA-2Pb2+（50μM）の吸収スペクトル。(1) CA-2Pb2+、(2) CA-
2Pb2+ + Cys、(3) CA-2Pb2+ + Cys + Pb2+、(4) CA-2Pb2+ + Cys + Pb2+ + Cys (b) Cys






本章では、市販の色素 CAと Pb2+が 1：2で複合体を形成し、この CA-2Pb2+が、pH 7.0
の水溶液中で Cys を検出することができることを示した。 CA-2Pb2+は、Pb2+と Cys が高
い親和性をもつために、配位子の置換が起こり、色の変化と吸収スペクトル変化をもた
らした。特に、構造的に類似な Hcy および GSHとの識別ができることは非常に有用であ
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第４章では、pH7.0 の水溶液中で PR と PDADMACの混合液が、選択的に Zn2+を検出する




























と Pb2+が 1：2で錯体を形成し、この CA-2Pb2+が、pH 7.0 の水溶液中で Cys を検出する
ことができることを示した。 CA-2Pb2+は、Pb2+と Cys が高い親和性をもつために、配位
子の置換が起こり、色の変化と吸収スペクトル変化をもたらした。特に、Cys と構造的
に類似しているホモシステインおよびグルタチオンとの識別ができることは非常に有
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